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РЕФЕРАТ

Робота викладена на 51 сторінках друкованого тексту, містить 2 таблиці та 1 рисунок. Перелік посилань включає 50 джерел, в тому числі 16 іноземною.
Об’єкт дослідження – венозна кров хворих на туберкульоз, що є ВІЛ-позитивними та ВІЛ-негативними.
Мета роботи – дослідження особливостей біохімічних показників крові у хворих із різним варіантом перебігу туберкульозу за наявності та відсутності ВІЛ-захворювання, які можуть бути використані для корекції біохімічних порушень на основі урахування факторів ризику прогресування та особливостей перебігу захворювання при ко-інфекції.
Методи дослідження – біохімічні і статистичні.
Встановлено, що у хворих на туберкульоз із ВІЛ–інфекцією, порівняно із ВІЛ-негативними хворими на туберкульоз, визначаються виразніші прозапальні зрушення: диспротеїнемія, зростання ендотоксикозу на тлі окислювального стресу з високими рівнями в крові продуктів ПОЛ зі зниженням адаптаційно-компенсаторних можливостей організму та дисбалансом в системі АОЗ внаслідок зменшення активності каталази, рівнів глутатіону відновленого, глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази на тлі зростання активності супероксиддисмутази.

Новизна роботи – вперше проводиться порівняльний аналіз біохімічних показників крові ВІЛ-інфікованих та ВІЛ-негативних хворих на туберкульоз – мешканців Кіровоградської області.
Значимість роботи – pезультати дослiдження пошиpюють уявлення пpо стан хворих на туберкульоз із різним варіантом його перебігу на фоні ВІЛ-інфікування. 

Отримані результати можуть бути використані тубдиспансерами для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.
ТУБЕРКУЛЬОЗ, ВІЛ-ІНФЕКЦІЯ, БІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ КРОВІ

ABSTRACT
The work is presented on 52 pages of printed text, contains 2 tables and 1 figure. The list of references includes 50 sources, including 16 foreign ones.

The object of the study is venous blood of HIV-positive and HIV-negative tuberculosis patients.

The purpose of the work is to study the characteristics of biochemical blood parameters in patients with different types of tuberculosis in the presence and absence of HIV disease, which can be used to correct biochemical disorders based on taking into account risk factors for progression and characteristics of the course of the disease in co-infection.

Research methods are biochemical and statistical.

It was established that tuberculosis patients with HIV infection, compared to HIV-negative tuberculosis patients, have more pronounced pro-inflammatory changes: dysproteinemia, increased endotoxicosis against the background of oxidative stress with high blood levels of LPO products with a decrease in the adaptive and compensatory capabilities of the body and an imbalance in the AOZ system due to a decrease in the activity of catalase, the levels of reduced glutathione, glutathione peroxidase and glutathione reductase against the background of an increase in the activity of superoxide dismutase.

The novelty of the work is that for the first time a comparative analysis of biochemical blood parameters of HIV-infected and HIV-negative tuberculosis patients - residents of the Kirovohrad region is being conducted.

Significance of the work - the results of the study expand the understanding of the state of tuberculosis patients with different variants of its course against the background of HIV infection.

The obtained results can be used by tube dispensaries to assess the condition of such patients and increase the effectiveness of treatment.

TUBERCULOSIS, HIV INFECTION, BIOCHEMICAL BLOOD INDICATORS
ЗМІСТ
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ВСТУП
В останні роки в Україні одночасно розвиваються епідемії двох соціально небезпечних хвороб – туберкульозу і ВІЛ/СНІДу, що часто уражають одні й ті ж групи населення [1] 
Патологія дихальної системи займає провідне місце в структурі захворювань ВІЛ-інфікованих пацієнтів, основними представниками її є бронхіти, неспецифічні пневмонії, у тому числі повторні, пневмоцистна пневмонія, ексудативний плеврит і туберкульоз легенів [2].
ВІЛ-інфекція підвищує ризик активного туберкульозу і, навпаки, туберкульоз несприятливо впливає на перебіг ВІЛ-інфекції. 

Туберкульоз (ТБ) залишається основною причиною смерті людей, які живуть із ВІЛ (ЛЖВ). За оцінками, у 2019 р. на туберкульоз припадало 30% із 690 000 смертей, пов'язаних зі СНІДом, у світі. Ці 208 тисяч смертей склали приблизно 15% від 1,4 мільйона смертей від туберкульозу в тому році.

Згідно з Глобальним звітом про туберкульоз за 2020 р., у ЛЖВ ймовірність розвитку активної форми туберкульозу у 18 (15–21) разів вища, ніж у людей без ВІЛ. У 2019 р. приблизно з 10 мільйонів (діапазон 8,9–11,0 мільйонів) людей у всьому світі, у яких розвинувся туберкульоз, 8,2% становили ЛЖВ. Навіть отримуючи антиретровірусну терапію (АРТ), ЛЖВ в 3 рази частіше вмирають під час лікування туберкульозу і продовжують невідповідно страждати від цього запобігання та лікування. На додаток до раннього доступу до АРТ, високоякісний скринінг на ТБ та ширше використання профілактичного лікування ТБ є критично важливими втручаннями для забезпечення того, щоб люди з ВІЛ отримували своєчасне лікування від ТБ або інфекції ТБ [3].

Нове керівництво ВООЗ з систематичного скринінгу на ТБ надає програмам боротьби з ТБ та ВІЛ низку нових інструментів скринінгу на ТБ для покращення раннього виявлення ТБ серед людей з ВІЛ. Доведено, що профілактичне лікування туберкульозу та АРТ знижують захворюваність та смертність від туберкульозу. Однак лише 50% ЛЖВ, які розпочали АРТ, отримували профілактичне лікування від ТБ у 2019 р. (з підмножини країн, які подали звіти), та лише 41% ЛЖВ, у яких, за оцінками, є ТБ, отримують АРТ. Програми з ВІЛ повинні вжити заходів для усунення цих прогалин у діагностиці, профілактиці та лікуванні серед ЛШВ, щоб знизити запобігання захворюваності та смертності від ТБ [4].
Висока смертність хворих на ВІЛ/СНІД-асоційований туберкульоз обумовлена як тяжкістю перебігу туберкульозу на фоні ВІЛ-інфекції так і несвоєчасним виявленням тяжких генералізованих форм [5]. Однією з причин затримки діагностики туберкульозу серед ВІЛ-інфікованих та хворих на СНІД є атиповий перебіг туберкульозу та клінічні особливості. Туберкульоз на фоні ВІЛ-інфекції у 50-70 % випадків має позалегеневу локалізацію і приєднується до СНІДу частіше тоді, коли рівень CD4 лімфоцитів знижується понад 200 клітин. На пізніх стадіях ВІЛ-інфекції питома вага дисемінованого туберкульозу і туберкульозу внутрішньогрудних лімфатичних вузлів становить 60-70 %. На сьогодні в 90-95 % випадків позалегеневого туберкульозу у хворих на СНІД виявляють лише на розтині [6]. Причому в 25% випадків розтин не проводиться, що свідчить про те, що значна кількість випадків асоційованого захворювання не виявляється. В країнах Європи ризик розвитку позалегеневого туберкульозу на фоні СНІДу збільшено серед споживачів ін'єкційних наркотиків, у яких частіше виявляють менінгіт. Труднощі своєчасної діагностики туберкульозу обумовлені ідентичною клінічною симптоматикою двох захворювань. Зазначене пов'язано з тим, що більша кількість хворих на туберкульоз, що інфіковані вірусом  імунодефіциту людини, не знають про своє друге захворювання і намагаються отримати допомогу у звичайних закладах охорони здоров'я і не завжди досягають в цьому очікуваних результатів [6 - 8].
Метою роботи є дослідження особливостей біохімічних показників крові у хворих із різним варіантом перебігу туберкульозу за наявності та відсутності ВІЛ-захворювання, які можуть бути використані для корекції біохімічних порушень на основі урахування факторів ризику прогресування та особливостей перебігу туберкульозу при ко-інфекції.
Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні завдання: 

1) визначити біохімічні показники крові у хворих із різним варіантом перебігу туберкульозу за наявності ВІЛ-інфекції;
2) визначити біохімічні показники крові у хворих із різним варіантом перебігу туберкульозу за відсутності ВІЛ-інфекції;
3) проаналізувати та порівняти біохімічні показники крові у хворих із різним варіантом перебігу туберкульозу за наявності та відсутності ВІЛ-захворювання.
Об’єкт дослідження – венозна кров хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією та ВІЛ-негативних хворих на туберкульоз.

Предмет дослідження – біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцією та без ВІЛ-інфекції.

Новизна роботи – вперше проводиться порівняльний аналіз біохімічних показників крові ВІЛ-інфікованих та ВІЛ-негативних хворих на туберкульоз – мешканців Кіровоградської області.
Практична значимість: отримані дані можуть бути використані фтізаітричною службою для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.
Матеріали роботи були представлені на Х Регіональній науково-практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених «Актуальні проблеми та перспективи розвитку природничих, медичних та фармацевтичних наук» (Запоріжжя, 2022).
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Загальний стан проблеми ко-інфекції ВІЛ/ТБ
Через високу розповсюдженість туберкульозу (ТБ) та зростання епідемії ВІЛ/СНІДу в світі виникла проблема поєднаного захворювання ВІЛ/СНІДу і туберкульозу. Актуальною ця проблема на сьогодні є і в Україні, де відзначаються високі темпи поширення обох захворювань і, як наслідок, зростання захворюваності на ко-інфекцію [9]. Для лікування ко-інфекції застосовуються протитуберкульозні препарати (ПТП), антиретровірусна терапія (АРТ) та засоби для лікування опортуністичних захворювань. Така терапія дозволяє знизити ризик летальності, збільшує частоту припинення бактеріовиділення. Але паралельно цьому визначаються проблеми, пов’язані із одночасним прийомом ПТП та АРТ: сумація побічних дій, зниження комплаєнтності пацієнтів, ризик виникнення синдрому відновлення імунної системи та посилення окислювального стрессу, що зумовлює пошуки причин виникнення таких проблем та шляхів їх подолання [10]. Вагому роль у патогенезі ТБ та ВІЛ/СНІДу мають біохімічні зміни в організмі, зокрема, прозапальні зрушення у гематологічних показниках, маркерах гострої фази запалення, дисбаланс у системі «оксиданти-антиоксиданти», які створюють передумови для виникнення синдрому системної запальної відповіді (ССЗВ) та зумовлюють несприятливий перебіг захворювання [11, 12].
У теперішній час порівняно мало робіт присвячено вивченню біохімічних змін при ко-інфекції ТБ/ВІЛ: перекисному окисленню ліпідів (ПОЛ), активності  каталази, тіол-дисульфідним сполукам системи антиоксидантного захисту (АОЗ) та ін. Не встановлені особливості перекисного окислення білків (ПОБ), роль біохімічних змін у прогресуванні ТБ при ко-інфекції, відсутні дані щодо факторів ризику прогресування захворювання [13].

Ко-інфекція ВІЛ є важливим фактором ризику зараження та розвитку активної форми ТБ (рис.1.1). Ко-інфекції ВІЛ збільшує ризик поразки печінки (ЛУП), ускладнюючи лікування і часто змушуючи припинити терапію першої лінії і використовувати альтернативні ліки. З іншого боку, коінфекція ТБ/ВІЛ також підвищує ризик лікарсько-стійкого туберкульозу. Ці діагностичні та управлінські проблеми, побічні ефекти та лікарські взаємодії сприяють збільшенню частоти та тривалості госпіталізації, а також вартості терапії з відповідними гіршими результатами.
Таблиця 1.1 – Порівняння клінічних особливостей туберкульозу у ВІЛ-інфікованих та неінфікованих хворих [14].
	Особливість
	ВІЛ-позит.
	ВІЛ-негат.

	Респіраторні симптоми
	+++
	+++

	Позалегеневе захворювання
	+++
	+

	Кавітаційні ураження легень
	+
	+++

	Атипові ознаки на рентгенограмі грудної клітки
	+++
	±


	Негативні туберкулінові шкірні проби
	++
	±

	Побічні реакції на ліки
	++
	±

	Смертність
	+++
	±

	Рецидив після курсу лікування
	++
	±
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відповідати на вплив ушкоджуючого агента комплексом захисних та компенсаторних реакцій.

Однією з таких реакцій є запальний синдром відновлення імунітету (ЗСВІ), в основі якого лежать синтез та вивільнення в кров комплексу захисних білків, які отримали назву реактантів гострої фази. При цьому інтенсивність синтезу транспортних білків у печінці, які відповідають за процеси життєзабезпечення, знижується.

Ці зміни мають захисний характер, але в міру обтяження процесу можуть стати надмірними, незбалансованими і набути власної негативної ролі.

Раніше встановлено, що у хворих на туберкульоз, поєднаний з ВІЛ-інфекцією, мав місце ЗСВІ, особливістю якого стало значне зростання концентрації в крові деяких острофазних білків (С-реактивного білка, α1-антитрипсину та гаптоглобіну). При цьому зростання концентрації фібриногену не було [15].

Вивчення закономірностей зміни вмісту транспортних білків – транстиретину (ТТР), альбуміну (А) та загального білка (ПРО), які є маркерами білково-енергетичної недостатності організму у хворих на туберкульоз, поєднаний з ВІЛ-інфекцією, а також їх зміни у процесі лікування становить великий інтерес [16].
Схожість імунних процесів та різноманітність патологічних механізмів, що лежать в основі коінфекції ВІЛ/туберкульоз, диктує необхідність індивідуального підходу до діагностики та лікування таких хворих, у тому числі з оцінкою особливостей обміну ліпідів [17].
Аналіз ліпідного спектра дозволяє оцінювати зміни метаболізму на молекулярному рівні. Відомо, що мікобактерії туберкульозу здатні споживати холестерин як нутрієнт, а продукти метаболізму фосфоліпідів беруть участь у Спільному початку АРВТ та протитуберкульозної терапії у хворих на ВІЛ/туберкульоз мало ряд позитивні ефекти. Під дією АРВТ вірусне навантаження РНК ВІЛ стрімко зменшується (в 17 разів), що сприяє збільшенню субпопуляції CD4-лімфоцитів (в 1,5 раза). На тлі зростання субпопуляції CD4-лімфоцитів розвивався запальний синдром відновлення імунітету (ЗСВІ), переважно на 10-14 добу [18, 19].
Пов'язане з ЗСВІ посилення інтоксикаційного синдрому не мало життєзагрозного характеру і купувалося дезінтоксикаційною терапією, гепатопротектарами та глюкокортикостероїдами. Під впливом АРВТ і натомість ЗСВІ відбувалося абацилювання як статистично значного зниження бактеріовиділення. 

На тлі АРВТ спостерігалися виражені зміни ліпідного складу сироватки крові (ОЛ, ОФЛ, СЖК, ХС), їхній рівень наближався до показників здорових осіб. Ряд авторів відзначають важливу роль у формуванні туберкульозного процесу. Важливе значення має вивчення детального ліпідного спектру у хворих на коінфекцію ВІЛ/туберкульоз на тлі АРВТ. У холестерину як нутрієнта для МБТ, а гіперхолестеринємію — як сприятливий чинник у розвиток туберкульозу [20]. Таким чином, зниження холестерину на тлі АРВТ створює умови для підвищення ефективності протитуберкульозної терапії [21]. 

ВІЛ та МБТ демонструють той самий результат при взаємодії з господарем: ефективна реплікація без вбивства господаря якомога довше, щоб підвищити шанси передачі новому господарю та увічнити цей процес. При коінфекції ядро синергізму, що посилює тягар хвороби, полягає у погіршенні імунологічних функцій. Загальна імунна активація у пацієнтів із поєднаною інфекцією ВІЛ/ТБ гірша, ніж у пацієнтів лише з ТБ.

Враховуючи, що погіршення імунологічного статусу сильно впливає на метаболізм господаря, з'явилася область імунометаболізму, яка краще описує ці зміни. Імунометаболізм відноситься до конвергенції біоенергетичних шляхів та специфічних функцій імунних клітин. Якщо коротко, то при інфекціях ВІЛ та MТБ колективні дії вродженої та адаптивної імунної відповіді призводять до концентрованих зусиль щодо усунення патогенних загроз. Встановлюється стан хронічного запалення - порушується баланс між імунною системою та обміном речовин. Це в основному пов'язано зі значними потребами в енергії та біосинтезом, необхідними для створення та підтримки імунної відповіді. Таким чином, інфікований господар відчуває анорексію через вплив на гіпоталамус, що в сукупності призводить до негативного енергетичного балансу та подальшого використання накопиченого жиру і, зрештою, білка (з м'язової тканини) по енергії. Це часто призводить до недоїдання та стану, відомого як кахексія. Встановлена ознака як ВІЛ-інфекції, так і туберкульозу. Отже, неможливо контролювати інфекцію, що призводить до збільшення смертності [22].
1.2 Клінічні і морфологічні особливості перебігу туберкульозу при ВІЛ-інфекції
Туберкульоз і ВІЛ-інфекція – дві взаємовпливаючі хвороби, імунні порушення при обох пов’язані з лімфоцитами і моноцитарно-макрофагальною ланкою [23]. Уражуючи Т-клітини за рахунок Т-хелперів, ВІЛ сприяє переходу інфікованості M. tuberculosis (МБТ) у захворювання туберкульозом. Туберкульозна інфекція, як і ВІЛ, теж знижує рівень CD4 - лімфоцитів, що посилює реплікацію ВІЛ. При ВІЛ-інфекції імунна система в значній мірі втрачає здатність стримувати розмноження МБТ. 

У хворих на ранніх стадіях ВІЛ-інфекції туберкульоз проявляється в тих же клінічних формах, що і в пацієнтів, які не інфіковані ВІЛ. На пізніх стадіях ВІЛ-інфекції у значній більшості випадків виникають генералізовані, дисеміновані форми туберкульозу з розпадом розвитком ускладнень [5]. Вогнищеві і інфільтративні форми переважають на ранніх стадіях ВІЛ-інфекції. Складність діагностики туберкульозу полягає у наявності імунодефіциту, рідким виділенням МБТ в мокроті, часто негативними реакціями Манту, розвитком широкого спектру опортуністичних інфекцій і вторинних захворювань. Не ефективність лікування, крім вираженого пригнічення CD4-клітин, пов’язана із більшою поширеністю полірезистентних штамів МБТ [24]. 

Туберкульоз є провідною причиною тяжкої легеневої патології у ВІЛ-інфікованих із помірно вираженим і глибоким імунодефіцитом. При малій кількості CD4-лімфоцитів у крові, особливо < 200 / мкл, туберкульозу у хворих цієї категорії притаманний атиповий перебіг із локалізацією ураження у нижніх долях легень,частою дисемінацією патологічного процесу, з залученням внутрішньогрудних лімфовузлів. Генералізація туберкульозу призводить до ураження окрім легень і лімфовузлів (внутрішньогрудних й внутрішньочеревних), печінки, селезінки, кишечника [23]. 

На другому етапі розвитку туберкульозного запалення вмикаються захисні механізми, які спрямовані на обмеження ділянок казеозного некрозу від оточуючих тканин, при сприятливих умовах – на їх ліквідацію. Як наслідок зростання інфільтративно-проліферативних змін формується специфічна туберкульозна гранульома. У хворих з ВІЛ-інфекцією і туберкульозом утворення туберкульозних гранульом різко пригнічується або відсутнє зовсім. При цьому посилюється альтерація, ексудація, лейкоцитарна інфільтрація як прояви першого, довогнищевого, етапу розвитку туберкульозного запалення. Це приводить до казеозно-некротичних змін у багатьох органах і системах. При туберкульозному запаленні у ВІЛ-інфікованих типовим є швидке формування казеозно-некротичних змін, які прогресують відповідно до поступового зростання імунної недостатності. 

В пізніх стадіях ВІЛ-інфекції вторинний туберкульоз у хворих ВІЛ / ТБ супроводжується симптомами, що свідчать про наявність імуносупресії. Спостерігаються стійкі до лікування вірусні, бактеріальні, грибкові інфекції з ураженням внутрішніх органів, тяжка інтоксикація, діарея, втрата маси тіла більше 10 %, генералізована лімфоденопатія, лихоманка більше 1 місяця, кількість CD4 у більшості хворих менш 200 клітин в 1мм³. Туберкульоз у хворих ВІЛ / ТБ має перебіг значно гостріший і тяжкий, ніж у пацієнтів з ТБ / ВІЛ [23].
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Рисунок 1.1 – Передбачувані метаболічні ефекти коінфекції ВІЛ/ТБ, засновані на результатах попередніх досліджень ВІЛ-інфекції через кров і досліджень метаболізму ТБ (як показано на діаграмі Венна вгорі). Темно-фіолетові стрілки є ефектами, які, як відомо, посилюються при коінфекції ВІЛ/ТБ. Світло-фіолетова стрілка являє собою метаболіти, які, ймовірно, змінюються при коінфекції ВІЛ/ТБ, згідно з опублікованими даними. Цифри вказують на метаболіти, що перекриваються, і на те, яку роль вони відіграють у тому, що відомо про метаболізм господаря при коінфекції ВІЛ/ТБ. Скорочення: ВІЛ, вірус імунодефіциту; СНІД, синдром набутого імунодефіциту; Mtb/TB, мікобактерії туберкульозу; TB, туберкульоз; IDO, індоламін-2,3-діоксигеназа; Trp, триптофан; CP, катаболічні продукти; Glu, глутамат; Glu, глютамін; Phe, фенілаланін; Тyr, тирозин; Asp, аспартат; Аla, аланін; His, гістидин [22]
Клінічному перебігу туберкульозу в групі ВІЛ / ТБ притаманні певні особливості. 

У хворих ВІЛ / ТБ при помірній імуносупресії, рівні CD4 - клітин більше 200 в 1мм³ може проявитися нетипові пневомнії, грибкові захворювання, онкологія типова для СНІД. При цьому специфічне запалення частіше вражає верхні долі легень, як і при відсутності ВІЛ-інфекції. 
При знижені рівня CD4 менш 200 клітин в 1мм³ туберкульозне запалення частіше вражає не верхні, а нижні частки легенів, часто розвиваються генералізовані, дисеміновані форми туберкульозу. Збільшується етіологічний спектр інфекцій, які одночасно з M. tuberculosis обумовлюють тяжкий характер ураження легень. Це сприяє швидкій генералізації патологічного процесу. Спектр бактеріальних бронхітів і пневмоній у хворих ВІЛ / ТБ з CD4 менш 200 клітин в 1мм³ значно звужується. 

Складність діагностики туберкульозу у ВІЛ-інфікованих пов’язана з нечастим виділенням M. tuberculosis у мокроті, незначною частиною позитивних реакцій Манту, наявністю тяжких опортуністичних інфекцій і вторинних захворювань. При мікроскопічному дослідженні біоптатів відмічається втрата специфічності морфологічної картини туберкульозного запалення. 
ВІЛ-інфекція несприятливо впливає на перебіг туберкульозу, останній спричиняє більш швидке прогресування ВІЛ-інфекції. 

Туберкулінові тести у ВІЛ-інфікованих мають обмежене значення у діагностиці туберкульозної інфекції. При ВІЛ-інфекції на тлі пригнічення Т-клітинної ланки імунітету змінюється імунопатогенез туберкульозу. Спостерігається шкірна алергія на пробу Манту з 2 ME ППД-Л або низька чутливість до туберкуліну. Хибнонегативні відповіді при внутрішньо шкірному введенні туберкуліну можливі приблизно у кожного третього ВІЛ / ТБ хворого з рівнем CD4-клітин більш 500 в 1мм³. При подальшому зниженні кількості CD4-хелперів кількість хибнонегативних результатів туберкулінових тестів підвищується. При рівні CD4 менш 200 в 1мм³ хибнонегативні результати туберкулінових тестів складають 100 %, тобто туберкулінова проба становиться абсолютно не інформативна внаслідок Т-клітинної анергії. 

Складність діагностики туберкульозу у ВІЛ-інфікованих пов’язана з нечастим виявленням M. tuberculosis у мокроті у хворих з пізніми стадіями ВІЛ-інфекції, часто негативними реакціями Манту. Більш сприятливий прогноз у туберкульозу на ранніх стадіях ВІЛ-інфекції при адекватному лікуванні, на пізніх стадіях при тривалому активному лікуванні у частини пацієнтів лікування дає певні результати. Однак значне розповсюдження полірезистентних штамів M. tuberculosis серед ВІЛ-інфікованих значно знижує ефективність лікування.CD4 

У хворих на ранніх стадіях ВІЛ-інфекції і протягом приблизно перших 2 років туберкульоз має ті ж клінічні прояви і форми, що і у пацієнтів, які не інфіковані ВІЛ. На пізніх стадіях у більшості випадків розвиваються генералізовані, дисеміновані форми, часто з розпадом і ускладненим перебігом. 

У пацієнтів ВІЛ / ТБ з незначними імунними порушеннями на ранніх стадіях ВІЛ і кількістю CD4 більш 500 в 1мм³ ураження нижніх дихальних шляхів може бути обумовлено також бактеріальними збудниками. Більшість випадків легеневої патології є неспецифічними бронхітами або пневмоніями. Туберкульозне запалення одночасно при CD4 більш 500 клітин в 1 мкл спостерігається приблизно у кожного десятого пацієнта. 
У хворих ВІЛ / ТБ з помірним зниженням у крові CD4-лімфоцитів (з рівнем CD4-клітин від 200 до 500 в 1 мкл) легенева патологія часто пов’язана з розвитком бактеріальних бронхітів або пневмоній. Підвищується кількість випадків, коли пневмонії стають проявами септичного процесу у сполученні з інфекційним ендокардитом. Приблизно у ¼ хворих ВІЛ / ТБ з CD4 від 200 до 500 клітин в 1 мкл (помірні імунні порушення) відмічається генералізація туберкульозу. У порівнянні з пацієнтами ВІЛ / ТБ і рівнем CD4 більш 500 клітин в 1 мкл,туберкульозні ураження стають більш тяжкими з генералізацією процесу і зниженням ефективності проведеного лікування. Дуже рідко спостерігаються випадки,коли при кількості CD4 більше 200 клітин в 1 мкл у пацієнтів ВІЛ / ТБ діагностується пневмоцистна пневмонія або цитомегаловірусне ураження легень. Пневмоцистна пневмонія у більшості ВІЛ-
інфікованих розвивається при кількості CD4 менш 200 клітин в 1 мкл, а цитомегаловірусна інфекція – при рівні CD4 у крові менш 100 клітин в 1 мкл, при цьому кількість хворих з цитомегаловірусним ураженням легень значно зростає, коли CD4 клітин у крові стає менш 50 в 1 мкл [22, 24]. 

У хворих з глибокою імуносупресією ( кількість CD4 менш 200 клітин в 1 мкл) спектр збудників ще більш поширюється. Часто відмічається мікст інфекція, тяжкий характер ураження легень. Прогресує легенева патологія, відбувається генералізація патологічного процесу, туберкульозне запалення часто генералізоване. 
Провідна причина у ВІЛ-інфікованих тяжкої легеневої патології з помірно вираженим і глибоким імунодефіцитом – туберкульоз. Для нього притаманний атиповий перебіг з локалізацією уражень у нижніх долях легенів, частою дисемінацією патологічного процесу, ураженням внутрішньогрудних лімфатичних вузлів. При цьому виражені патологічні зміни на рентгенограмах органів грудної клітини можуть бути відсутніми. 

Характерна генералізація туберкульозного процесу з ураженням не тільки легень і внутрішньогрудних лімфовузлів, але й мезентеріальних і периферичних. При генералізації туберкульозу вражається печінка, селезінка, кишечник, кістки, хребет, що значно ускладнює проведення лікування, особливо враховуючи часту наявність у цієї категорії полірезистентних штамів M. tuberculosis [23, 24].
1.3 Сучасні підходи діагностики ВІЛ-ТБ інфекції

Сучасний розвиток медицини передбачає постійне удосконалення заходів щодо діагностики, лікування та профілактики захворювань з урахуванням вимог доказової медицини. Система стандартизації медичної допомоги орієнтована на розробку медико-технологічних документів, які допомагають лікарю ефективно діяти в конкретних клінічних ситуаціях, уникаючи неефективних та помилкових втручань. Уніфікований клінічний протокол медичної допомоги (далі - УКПМД) «Ко-інфекція (туберкульоз/ВІЛ-інфекція/СНІД)» розроблений на основі клінічної настанови «Туберкульоз. Адаптована клінічна настанова, заснована на доказах». В УКПМД зосереджено увагу на основних етапах надання медичної допомоги пацієнтам з поєднаною інфекцією туберкульоз/ВІЛ-інфекція/СНІД. Використання такого підходу до лікування пацієнтів з ТБ рекомендується клінічними настановами [25]: 

1. Tuberculosis. Clinical diagnosis and management of tuberculosis, and measures for its prevention and control. NICE сlinical guideline 117. March 2011; 

2. British HIV Association guidelines for the treatment of TB/HIV coinfection, 2011; 

3. WHO Treatment of tuberculosis: guidelines – 4th ed., 2009; 

4. WHO Management of tuberculosis and HIV coinfection, Clinical protocol for the WHO European Region, 2013; 

5. WHO Rapid advice: treatment of tuberculosis in children, 2010; 

6. WHO Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis, 2008; 

7. WHO Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis, 2011 update; 

8. WHO policy on collaborative TB/HIV activities: guidelines for national programmes and other stakeholders, 2012; 

9. WHO, IUATLD Guidance for national tuberculosis and HIV programmes on the management of tuberculosis in HIV-infected children: Recommendations for a public health approach, 2010 [26, 27].

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження 
Об'єктом дослідження була кров жінок та чоловіків середнього та молодого віку, хворих на туберкульоз із ВІЛ–інфекцією, що знаходились на лікуванні у клініко-біохімічній лабораторії Комунального неприбуткового підприємства «Кіровоградський обласний протитуберкульозний диспансер». Показники отримували з історії хвороб.
Обстежено 153 хворих (85 хворих на ко- інфекцію ТБ/ВІЛ та 68 ВІЛ-негативних хворих на ТБ). 
Хворих було розподілено на 4 групи: 1-а група – 54 ВІЛ-інфікованих хворих із вперше діагностованим туберкульозом (ВДТБ/ВІЛ), 2-а група – 31 ВІЛ-інфікованих хворих із рецидивом туберкульозу (РТБ/ВІЛ), 3-я група – 46 ВІЛ-негативних хворих на ВДТБ, 4-а група – 22 ВІЛ-негативних хворих на РТБ. Контрольну групу складали 32 практично здорових особи, донорів крові.
До критеріїв виключення пацієнтів із обстеження відносили:
‒ резистентність мікобактерій туберкульозу до ПТП;

‒ хворі старше 60 років; 

‒ супутня патологія (цукровий діабет будь-якого типу, онкологічне захворювання, тяжке конкуруюче захворювання).

Контрольну групу складали 32 практично здорових особи, донорів крові. 

Хворі в групах за статтю та віком суттєво не відрізнялись.

У хворих венозну кров брали натщесерце. Взяття крові здійснювали між 7 – 8 годинами ранку за попередньою згодою пацієнтів.
2.2 Методи дослідження
2.2.1 Загальнобіохімічні дослідження
При біохімічному дослідженні вивчали активність аланінамінотрансферази, аспартатамінотрансферази, γ-глобуліну, альбуміну, тимолової проби. Весь спектр досліджень проводився на автоматичному аналізаторі КФК-2 способом фотоелектричної колориметрії та аналізаторі біохімічному «Hittachi 902» (Швейцарія), реагенти – «Кармей» (Польща), «Біосистемс» (Іспанія).

Вміст альбуміну в сироватці крові визначали спектрофотометричним методом за допомогою експрес-наборів («Sigma», США). Принцип методу базується на вимірюванні інтенсивності поглинання комплексу альбуміну з бромкрезоловим зеленим при 628 нм. Відсотковий вміст білкових фракцій сироватці крові визначали спектрофотометричним методом за допомогою набору реактивів «Білкові фракції» (Філіст-Діагностика, Україна). Принцип методу заснований на тому, що фосфатні розчини визначеної концентрації осаджують різні білкові фракції сироватки крові з утворенням дуже дрібної суспензії. За ступенем каламутності розчинів робили висновок про співвідношення білків у сироватці крові. Вимірювали оптичну щільність розчинів на спектрофотометрі СФ-46 при довжині хвилі 640 (620-700) нм в діапазоні (0-1,0) од. опт. щільності та довжині оптичного шляху 10 мм. Достовірність одержаних результатів контролювали за допомогою контрольних сироваток «КлиниТест-ЭФ П КОНТРОЛЬ» [28].
γ-глобуліни – визначали методом електрофорезу. Фракція містить антитіла (імуноглобуліни), що забезпечують гуморальний імунитет організму, білкові фактори згортання крові. Синтезуються в тканинах СМФ печінки і інших органів. В нормі γ-глобуліни складають 13-19 % від загального білка крові. При патології γ-глобулінів розрізняють: гіпогамаглобулінемія – зниження концентрації γ-глобулінів, які пов’язане зі зниженням продукції антитіл при ураженнях імунної системи будь-якої етіології. Гіпергамаглобулінемія – збільшення концентрації γ-глобулінів, як результат активізації імуних реакцій з посиленим виділенням глобулінів. Спостерігається при бактеріальних, вірусних інфекціях, паразитарних захворюваннях, хронічних інфекціях і цирозі печінки.

Також враховується альбумін-глобуліновий коефіцієнт - співвідношення кількості альбуміну до всіх фракцій глобулінів. 

У нормі альбуміно-глобулінове співвідношення (коефіцієнт А/Г) становить 1,2–2,0. Значення цього показника знижується при хронічних дифузних ураженнях печінки, інфекційних захворюваннях, гарячці, пневмонії, плевритах, туберкульозі, ендокардиті, злоякісних процесах, плазмоцитомі, амілоїдозі. 

Збільшення всіх фракцій може спостерігатися при гіпогідратації або зневодненні, зменшення всіх фракцій – при масивній втраті білка через кишечник (наприклад, при гастроентеропатіях).

Активність аланінамінотрансферази (АлАТ) та аспартатамінотрансферази (АсАТ) визначали кінетичним методом. Діапазон визначаємих концентрацій – від 1,6 Од/л до 500 Од/л. Коефіцієнт варіації визначення – не більше 5 %. Зміну оптичної щільності дослідного зразка за хвилину (ОД - одиниць оптичної щільності) вимірювали фотометрично [29].
2.2.2 Визначення  маркерів гострої фази запалення
Визначали маркери гострої фази запалення за стандартними методиками [31]: 
С-реактивний білок (СРБ)  – визначали за допомогою швидкого тесту хроматографічного імуноаналізу для напівкількісного визначення С-реактивного білка у цільній крові, сироватці або плазмі крові людини, що використовується як допомога при діагностиці запальних станів (REF: CCR-T402, Виробник AllTest Biotech, Китай, Уповноважений представник в Україні: ТОВ «Окіра»). Діапазон аналізу на С-реактивний білок складає 0,5 –200 мг/л. СРБ як орієнтовний маркер запалення на основі його біологічних характеристик та характеру реакції на гострозапальної відповіді. Викликаючи комплемент та всі залежні реакції (адгезію, хемотаксис, фагоцитоз) та модулюючи активність імунокомпетентних клітин та тромбоцитів, СРБ фактично спілкується між різними ланками запального процесу. Крім того, він зазвичай присутній у крові в незначних кількостях (одиницях мкг/мл), але при запаленні його концентрація може зрости в тисячу разів [32].
Ревматоїдний фактор (РФ) - IgA / IgG / IgM ІФА - це твердофазний імуноферментний аналіз з високою очищеним Fcфрагментом імуноглобуліну людини (IgG) для окремих кількісного і якісного виявлення ревматоїдних факторів IgG, IgM та IgA (РФ) в сироватці людини.
Зразки сироватки, розведені 1: 101, інкубують у мікропланшетах, покритих специфічним антигеном. Антитіла пацієнта, якщо вони є в зразку, зв'язуються з антигеном. Незв'язана фракція змивається на наступному етапі. Згодом анти людські імуноглобуліни, кон'юговані з пероксидазою хрону (кон'югат), інкубують і реагують із комплексом антиген-антитіло зразків у мікропланшетах. Незв'язаний кон'югат змивається на наступному етапі. Додавання TMБ-субстрату генерує ферментативну колориметричну (синю) реакцію, яку зупиняють розведеною кислотою (зміна кольору до жовтого). Інтенсивність формування кольору з хромогену є функцією кількості кон'югату, пов'язаного з комплексом антиген-антитіло, і це пропорційно початкова концентрація відповідних антитіл у зразку пацієнта [33].
Сіроглікоїди (СГ) - групи глікопротеїдів, що не осаджуються хлорною кислотою, у сироватці крові людини. При додаванні до сироватки крові розчину хлорної кислоти частина білкових речовин випадає в осад, а сіроглікоїди залишаються в розчині, з якого осаджуються фосфорновольфрамовою кислотою. За ступенем помутніння реакційного розчину роблять висновки про вміст сіроглікоїдів у сироватці крові людини [34].
Фенотипування CD4+-лімфоцитів проводили із застосуванням методу проточної цитофлюориметрії (в 1 мкл крові (кл/мкл) [35]. 

2.2.3 Визначення маркерів ендогенної інтоксикації

Серед маркерів ПОБ визначали в в надосадовій рідині визначали  молекули середніх мас (од.) – МСМ - розвиток ендогенної інтоксикації пов’язують з роллю в оцінці токсичності внутрішнього середовища організму молекул середньої маси (МСМ). Показник рівня МСМ є біохімічним маркером, який відображає рівень патологічного білкового метаболізму. МСМ поділяються на дві великі групи - речовини середньої молекулярної маси та олігопептиди. Перша група являє собою небілкові похідні різної природи, що накопичуються в організмі в концентраціях, що перевищують норму. Друга група - олігопептиди - представлена речовинами пептидної природи, які виконують регуляторні і нерегуляторні функції. Загальновідомо, що рівень МСМ варіює залежно від метаболічного стану організму і, в якійсь мірі, служить прогностичним критерієм порушення обмінних процесів. Особливістю МСМ є їх висока біологічна активність. Накопичення їх є не тільки маркером ендоінтоксикації, надалі вони посилюють перебіг патологічного процесу, набуваючи роль вторинних токсинів, що впливають на життєдіяльність всіх систем і органів [36, 37].
Серед показників ПОЛ визначали малоновий діальдегід (МДА, нмоль/л), дієнові кон`югати (ДК, од.), трієнкетони (ТК, од.) за В.Б. Гавриловим (1983). Тіол-дисульфідну систему оцінювали за рівнями відновленого глутатіону (мкмоль/г Нв) за стандартною методикою, ферментів глутатіонредуктази (ГР, мкмоль НАДФН/г Нв), глутатіонпероксидази (ГП, МО/г Нв), глутатіонтрансферази (ГТ, ммоль/хв/г Нв) [38]. 

Активність каталази (мкат/г/хв) визначали спектрофотометричним методом за М.А. Королюк (1988) [39], активність супероксиддисмутази (СОД, од./мг білка) у сироватці крові проводили спектрофотометричним методом, який базується на визначенні ступеня гальмування реакції окиснення кверцетину супероксидним аніонрадикалом при кімнатній температурі [40].
2.3 Статистична обробка отриманих результатів

Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення за допомогою комп’ютерної програми SPSS [41, 42].

Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична (Х). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант (Х1 + Х2 + . . . Х N) з наступним діленням суми на число варіант сукупності (N):
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де Σxі – сума варіант, N – число варіант у виборці. 

Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою:
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Потім знаходили величину середньої помилки (
[image: image7.wmf]x
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), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень: 
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Розраховували достовірність відмінностей досліджуваних показників у 2-х групах в порівнянні з контрольною групою клінічно здорових людей за допомогою комп'ютерної програми SPSS v.23, Microsoft Office Excel 2010. 

При порівнянні незалежних вибірок використовували декілька тестів: по T – тесту Стьюдента.

t-критерій Стьюдента для незалежних вибірок застосовується для порівняння середніх значень двох незалежних між собою вибірок.

У біологічних дослідженнях із застосуванням методів статистичної обробки даних завжди застосовують поняття ймовірності і значимості.

Вимагання надійності (ймовірності безпомилкових прогнозів) у біологічних дослідженнях відповідають імовірності 0,95 (рівень значимості 0,05), підвищені вимоги надійності при перевірочних дослідах – імовірності 0,99, високі вимоги надійності при вирішенні спірних питань і при дослідженні шкідливих і отруйних речовин – 0,999.
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Характеристика клінічних проявів в досліджуваних групах
У більшості хворих на ВДТБ/ВІЛ ВІЛ-позитивний статус і ТБ були встановлені одночасно. 

Серед хворих на ВДТБ у 39,1 % випадках тривалість періоду реєстрації позитивного ВІЛ-статусу становила до 1 року. 

При ВДТБ/ВІЛ було виразніше зниження CD4+-лімфоцитів (у 62,9 % <200 кл/мкл, р<0,05 порівняно із РТБ/ВІЛ) (рис.3.1) 

[image: image9]
Рисунок 3.1 – Відображення прояву загально імуносупресії в групах ВДТБ/РТБ/ВІЛ

Кількість хворих на РТБ/ВІЛ у стадії виразної імуносупресії була меншою: рівень CD4+-лімфоцитів < 200 кл/мкл встановлено у 16 осіб (51,6 %), що можливо пояснити вищими відсотками виявлення ВІЛ-позитивного статусу до встановлення діагнозу ТБ (у 22 осіб – 70,9 %, р<0,001, із них 50 % мали тривалий анамнез ВІЛ-інфікування, р<0,05).

Бактеріовиділення діагностували у 39 хворих (72,2 %) 1-ї групи, у 25 (80,6 %) – 2-ї, 37 (80,4 %) – 3-ї та у 15 (68,2 %) – 4-ї групи. Деструкції у легенях при ВДТБ діагностували частіше, ніж при ко-інфекції: 78,3 % проти 46,3 % (р<0,005).
У хворих на ко-інфекцію інтоксикаційні симптоми діагностувались з однаковою частотою. Гепатомегалія достовірно частіше виявлялась у хворих на ТБ/ВІЛ: 50,0 % у 1-й групі проти 13,0 % – у 3-й і 64,5 % – у 2-й проти 18,2 % – у 4-й. Це зумовлено частішим ураженням пацієнтів вірусними гепатитами (22,2 % пацієнтів із 1-ї групи проти 2,1 % – 3-ї, р<0,0005). У хворих на ко-інфекцію були збільшені периферичні лімфатичні залози (22,2 % – 1-а група та 22,6 % – 2-а, р<0,0005 відносно 3-ї групи і р<0,005 відносно 4-ї), висипання на шкірі (29,6 % у 1-й групі проти 4,3 % – у 3-й, р<0,005 та 58,1 % у 2-й проти 9,1 % у 4-й, р<0,01). Супутній позалегеневий туберкульоз встановлено у 28 (51,8 %) хворих 1-ї групи, що частіше, ніж у хворих 2- ї (19,2 %, р<0,05) та 3-ї груп (39,1 %, р<0,05). Супутні нетуберкульозні ураження органів і систем у 1-й групі виявляли частіше, ніж у 2-й (90,7 % проти 54,8 %, р<0,005).

3.2 Характеристика біохімічних параметрів
У хворих на ко-інфекцію достовірно частіше визначалися: підвищення АлАт, АсАт, тимолової проби, РФ, γ-глобулінів; зниження – альбуміну і альбумін-глобулінового співвідношення (А/Г) (табл. 3.1). 
У хворих на ко-інфекцію ТБ/ВІЛ визначені  фактори ризику прогресування туберкульозу. В обох групах майже у 20 разів зростає рівень С-реактивного білка, суттєво зростають сіроглікоїди. У хворих з РТБ/ВІЛ у 40 разів підвищується рівень РФ, а у хворих із ВДТБ/ВІЛ у 314 разів. На 30-40 % знижується рівень сироваткового альбуміну та майже у два рази  зростають кількості γ-глобулінів.
Таблиця 3.1 – Біохімічні показники у групах хворих та контроля, (M ± m)

	Показники
	Контроль,
n=32
	1 група,

n=54
	2 група,

n=31
	3 група,

n=46
	4 група,

n=22

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Тимолова проба, од.
	2,1± 0,1
	9,9 ± 0,7*
	8,9 ± 1,0*
	1,9 ± 0,2
	2,3 ± 0,2

	АлАт, мкмоль/год*мл
	0,25 ± 0,09
	0,72 ± 0,1*
	0,84 ± 0,2*
	0,32 ± 0,04
	0,4 ± 0,1

	АсАт, мкмоль/год*мл
	0,28± 0,9
	0,61 ± 0,09*
	0,59 ± 0,15
	0,3 ± 0,04
	0,39 ± 0,05

	Сіроглікоїди, од.
	3,0 ± 1,1
	10,7 ± 1,4*#
	8,3 ± 1,2
	7,1 ± 1,0
	10,5 ± 1,8

	СРБ, мг/л
	1,1± 0,1
	20,2 ± 5,4*
	19,0 ± 6,9
	8,6 ± 2,7
	17,7 ± 9,5

	РФ, МО/мл
	0,1 ± 0,01
	31,4 ± 9,7*#
	4,0 ± 0,9*
	7,0 ± 1,7
	0

	Альбумін, %
	58,3± 3,7
	33,6 ± 1,7*
	41,3 ± 2,6*#
	50,0 ± 1,5
	51,7 ± 1,9

	А/Г, од.
	1,5± 0,05
	0,57 ± 0,05*
	0,75 ± 0,09*
	1,04 ± 0,06
	1,13 ± 0,09

	γ-глобуліни, %
	12 ± 1,5
	35,8 ± 1,7*
	32,7 ± 2,5*
	21,4 ± 1,2
	18,6 ± 1,3


Примітки:

1. # – відмінність між 1-ю та 2-ю групами (р<0,05);

2. * – відмінність між 1-ю і 3-ю та 2-ю і 4-ю групами (р<0,05).

Альбумін-глобулінове співвідношення суттєво знижується – в обох групах майже в 3 рази. У цих хворих також порівняно із контролем у 2-3 рази відповідно зростають активності АсАт та АлАт, майже у 5 разів збільшується показник тимолової проби.

Що стосується досліджених біохімічних показників крові у групах ВІЛ-негативних хворих на туберкульоз, то достовірних змін не відбувалося у показнику тимолової проби, активностях АлАТ та АсАТ, в загальній кількості альбуміну та у співвідношенні А/Г. Достовірно, але менш інтенсивно зростали рівень СРБ, РФ, сіроглікоїди та γ-глобуліни.  


Порівняння ВІЛ-позитивних та ВІЛ-негативних груп хворих з туберкульозом, показало, що найбільш виразними зміни у біохімічних показниках крові спостерігалися у хворих за наявності ВІЛ-захворювання. Причому найбільшими вони були в групі з вперше діагностованим туберкульозом.

3.3 Маркери ендогенної інтоксикації при ко-інфекції ТБ/ВІЛ
Як показали результати досліджень, при ко-інфекції (табл. 3.2) зростають маркери ендогенної інтоксикації на тлі більш поглибленого окислювального стресу за рахунок ПОЛ. 
Таблиця 3.2  – Показники МСМ, ПОБ, ПОЛ і АОЗ у групах хворих, 
(M ± m)

	Показники
	Здорові,

n=32
	1 група,

n=54
	2 група,

n=31
	3 група,

n=46
	4 група,

n=22

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	МСМ254, од.
	0,22 ± 0,004
	0,30 ± 0,01*
	0,28 ± 0,02*
	0,31 ± 0,02
	0,28 ± 0,02

	МСМ272, од.
	0,13 ± 0,004
	0,25 ± 0,01*
	0,22 ± 0,02*
	0,25 ± 0,02
	0,23 ± 0,03

	МСМ280, од.
	0,13 ± 0,004
	0,25 ± 0,01*
	0,23 ± 0,02*
	0,26 ± 0,02
	0,24 ± 0,03

	МСМін254, од.
	3,60 ± 0,14
	4,26 ± 0,25*
	5,28 ± 0,59*
	4,56 ± 0,33
	5,32 ± 0,52

	МДА, нмоль/л
	4,86 ± 0,31
	7,05 ± 0,77*#
	6,31 ± 0,55*
	4,64 ± 0,37
	5,40 ± 0,55

	ДК, од.
	1,09 ± 0,03
	1,32 ± 0,06*#
	1,42 ± 0,11*
	1,52 ± 0,12
	1,17 ± 0,10

	ТК, од.
	0,90 ± 0,03
	1,11 ± 0,08*
	0,95 ± 0,07
	1,02 ± 0,08
	0,98 ± 0,08


Продовження табл. 3.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Активність каталази, мкат/г/хв
	4,49 ± 0,37
	3,00 ± 0,31*#
	2,77± 0,41*#
	4,45 ± 0,22
	5,57 ± 0,60

	Активність СОД, од./мг білка
	2,94 ± 0,61
	5,79 ± 0,84*#
	4,21 ± 1,04
	1,86 ± 0,33
	4,28 ± 0,89

	Глутатіон відновлений, мкмоль/г Нв
	1,53 ± 0,15
	1,10 ± 0,12*
	1,23 ± 0,23#
	1,23 ± 0,14
	0,65 ± 0,14

	ГР, мкмоль НАДФН/г Нв
	2,39 ± 0,31
	1,39 ± 0,18*
	1,60 ± 0,30
	2,08 ± 0,35
	1,73 ± 0,33

	ГП, МО/г Нв
	19,90 ± 1,77
	11,87 ± 1,45*
	13,61 ± 2,6*
	14,7 ± 2,51
	11,88 ± 2,70


Примітки:

1. * – відмінність по відношенню до здорових осіб (р<0,05);

2. # – відмінність між 1-ю і 3-ю та 2-ю і 4-ю групами (р<0,05).

Так, у всіх групах за трьома вимірюваннями при різній довжині хвилі порівняно із контролем у 1,5-2 рази зростають кількості МСМ, які є маркерами ендогенної інтоксикації. Таке зростання відбувається на тлі більш поглибленого окислювального стресу за рахунок ПОЛ. Проте достовірні зростання продуктів ПОЛ були в 1 та 2 групах із ко-інфекцію ТБ/ВІЛ, найбільш виражені у групі ВДТБ/ВІЛ. У цій групі найбільш інтенсивно підвищувалися рівні МДА та трієнкетонів. 

Активність каталази при ВДТБ/ВІЛ і РТБ/ВІЛ була статистично значимо зниженою (3,00 ± 0,31 та 2,77 ± 0,41 мкат/г/хв відповідно при 4,49 ± 0,37 у контролі), а активність СОД, навпаки, зростала у хворих на ВДТБ/ВІЛ (5,79 ± 0,84 од./мг білка) порівняно з контролем (2,94 ± 0,61 од./мг білка) та відносно 3-ї групи (1,86 ± 0,33 од./мг білка) (р<0,05). 

Представники тіол-дисульфідної системи - глутатіон відновлений та глутатіонредуктаза були достовірно зниженими у хворих 1-ї групи, а активність глутатіонпероксидази – у хворих 1-ї та 2-ї груп (р<0,001).
Таким чином, у хворих на туберкульоз за наявності ВІЛ-захворювання, порівняно із ВІЛ-негативними хворими, визначаються виразніші прозапальні зрушення: диспротеїнемія, зростання ендотоксикозу на тлі окислювального стресу з високими рівнями в крові продуктів ПОЛ зі зниженням адаптаційно-компенсаторних можливостей організму та дисбалансом в системі АОЗ внаслідок зменшення активності каталази, рівнів глутатіону відновленого, глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази на тлі зростання активності супероксиддисмутази.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ
При виконанні робіт в лабораторії на працюючих можуть впливати небезпечні та шкідливі виробничі фактори [43]: 
- біологічні (мікроорганізми: бактерії, віруси, рикетсії, спірохети, хламідії, гриби; гельмінти, найпростіші та ін., а також продукти їх життєдіяльності; макроорганізми: тварини, людина і продукти їх життєдіяльності; культури клітин і тканин, генетичні фрагменти, діагностичні препарати тощо); 
- хімічні (реактиви, дезінфекційні засоби, канцерогенні, подразнюючі, сенсибілізуючі, мутагенні, алергенні та інші речовини); 
- механічні: виробниче обладнання (обладнання, що працює під тиском, центрифуги, лабораторне скло, ріжучий, колючий інструментарій, гострі краї, задирки та ін.); 
- фізичні (електричний струм, ультрафіолетове, електромагнітне випромінювання, недостатня освітленість, відхилення вологості і температури робочої зони від встановлених норм, підвищена (занижена) рухомість повітря, підвищений вміст шкідливих речовин у повітрі робочої зони, підвищений шум, гаряча вода та пара); 
- людські (нервово-психічні, фізичні (перевантаження персоналу), акти вандалізму та ін.); 
- пожежонебезпека.

Повітря робочої зони повинно відповідати ДСТу 12.1.005‒88. Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу, залишків хімічних речовин. Необхідно забезпечувати постійний рух повітря, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та речовин неприємним запахом, приточновитяжної вентиляції, що повинна відповідати СНІп 2.04.0591 і ДНАОП 0.03-3.15-89 [44]. 

Температура повітря повинна бути в оптимальному діапазоні 1820оС. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні 0,25‒0,3 м/с. Відносна вологість повітря 60‒70%. Атмосферний тиск в лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам ДБН В.2.5–28–2006. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та  після ознайомлення із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки [45].

Перед початком роботи треба: одягти отримати дозвіл на виконання роботи, спеціальний одяг, ознайомитись із правилами безпеки при роботі, обладнанням, матеріалами та інструментами. Необхідно перевірити на справність прилади: цілісність дротів, заземлення (занулення) приладів. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96. 

Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, що може призвести до проливання і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру, отримати опік. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений у бік від працюючого і від сусідів по столу, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, що може призвести биття скляних предметів та травмування. У раковину забороняється виливати і видаляти концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини, і т.п. При виливанні в раковину таких речовин можливе їх випаровування й отруєння повітря лабораторії та прилеглих приміщень. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі (відповідно до ДСТ 12.1.007-76) [46].

При написанні цієї роботи мені довелося працювати із електроприладами. З усіма приладами я працювала у присутності лаборанта та чітко дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалися лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку [47].

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні моєї роботи, відносяться термічні і хімічні опіки, електротравми, попадання біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками.

Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках полягає в швидкому припинені дії чинника. Для цього потрібно відразу після евакуації потерпілого із зони ураження, охолодити місце опіку тому, щоб після припинення дії температури на тіло зупинити денатурацію білків. 

Якщо на потерпілому горить одяг, людину потрібно повалити на землю          і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. 
Хімічні опіки  виникають при потраплянні  на  шкіру розчинів сильних кислот (хлорної, азотної, сульфурної), луг і солей деяких важких металів. Невідкладна допомога: одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видаляють, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавичках. Уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води впродовж 10 – 15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½‒1 години. При цьому потрібно пам’ятати, що органічні речовини  які мають у своєму складі алюміній при з’єднанні з водою запалюються, тому їх змивати водою не можна. Обмив уражену ділянку шкіри, приступають до нейтралізації хімічного агента: при опіках кислотою використовують 4% розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [48]. 

Інструкція з охорони праці при роботі з кров’ю та іншими біологічними рідинами. 

До самостійної роботи, при якій можливий контакт з кров’ю та іншими біологічними рідинами, допускаються особи не молодше 18 років, які не мають медичних протипоказань і пройшли інструктаж.

Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому розроблена перша допомога при цих випадках. У кабінеті підрозділу, де можливий контакт з біологічними рідинами пацієнтів, повинна бути аварійна аптечка «Анти-СНІД», до складу якої входять: 70% етиловий спирт; ватно-марлеві тампони; 0,05% розчин марганцевокислого калію або наважка препарату в сухому вигляді з необхідною кількістю дистильованої води для приготування розчину; 5% спиртовий розчин йоду; бактерицидний пластир; очні піпетки, одноразовий шприц; перев’язувальний матеріал.

Вимоги охорони праці перед початком роботи. Одягнути і привести в порядок робочий одяг: халат х/б, застебнути манжети і поли халата, надіти шапочку і підібрати під нього волосся. На ноги надіти змінне взуття. Підготувати і перевірити засоби індивідуального захисту. Пошкодження шкіри на руках, якщо такі є, заклеїти пластиром або надіти напальчники. Переконатися в укомплектованості аптечки «Анти-СНІД» [49].

Вимоги охорони праці під час роботи. Неухильно дотримуватися заходів індивідуального захисту. Всі діагностичні дослідження, лікувальні процедури, оперативні втручання ВІЛ-інфікованим пацієнтам необхідно проводити в останню чергу, весь біологічний матеріал дезінфікується і знищується, про що робляться. Медичний інструментарій піддається 3-х етапній обробці у відповідності з ОСТ 42-21-2-85.

В клініко-діагностичній лабораторії при роботі з кров’ю, сироваткою або іншими біологічними рідинами забороняється: видувати рідину з піпетки ротом, слід користуватися гумовою грушею; переливати кров або сироватку через край пробірки.

При центрифугуванні досліджуваного матеріалу центрифуга обов’язково повинна бути закрита кришкою до повної зупинки ротора.

Вимоги охорони праці в аварійних ситуаціях. При забрудненні рук кров’ю та іншими біологічними рідинами слід ретельно протерти їх тампоном, змоченим шкірним антисептиком, після чого вимити проточною водою з милом. При забрудненні рук, захищених рукавичками, – рукавички обробити серветкою, потім вимити проточною водою, зняти рукавички робочою поверхнею усередину, вимити руки і обробити їх шкірним антисептиком.

При попаданні крові або рідин на слизову носа – закапати 0,05% розчин марганцевокислого калію, рот і горло негайно прополоскати 70% спиртом або 0,05% розчином марганцевокислого калію. При попаданні біологічних рідин в очі слід негайно промити їх проточною водою, потім промити розчином марганцевокислого калію за допомогою одноразового шприца у співвідношенні 1:10000. При попаданні біоматеріалу на халат або одяг зробити наступне: одяг зняти і замочити в одному з дезрозчинів; шкіру рук та інших ділянок тіла при їх забрудненні через одяг, після зняття одягу, протерти 70% розчином етилового спирту.

При аварії під час роботи на центрифузі дезінфекційні заходи починають проводити не раніше ніж через 40 хв після зупинки ротора, тобто після осадження аерозолю. Після закінчення 40 хв відкрити кришку центрифуги і занурити всі центрифужні стакани і розбите скло в дезрозчин.

При попаданні інфікованого матеріалу на поверхні стін, підлоги, обладнання – протерти їх 6%-ий перекисом водню 3% хлораміном або ін. рекомендованими деззасобами, дворазово з інтервалом у 15 хвилин.

Обробка результатів досліджень проводилася з застосуванням комп'ютерної техніки. До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати міри захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом. 

Вмикання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. Площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. В приміщеннях, обладнаних відео терміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід придавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах 22‒24°С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с. В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. Видалення пилу з екрану слід проводити не рідше 1 разу за зміну. 

Покриття стола повинно бути матовим з коефіцієнтом відбиття 0,25‒0,4. Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах слід застосовувати люмінесцентні лампи типу ЛБ [45].

Перед початком роботи видалити пил з екрану, установити захисний екран, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню. 

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що використовуються з великим навантаженням рекомендується 10‒15 хв. Через кожні 2 години. Кількість пауз тривалістю 2 хв. регулювалися індивідуально, а форма і зміст можуть були різними: виконання альтернативної допоміжної роботи, що не вимагає великого напруження, проведення фізичних вправ на корекцію вимушеної пози, покращенню венозного кровообігу, часткове поновлення дефіциту активного руху. Після кожних двох годин роботи влаштовувала невеличку (10‒15 хвилин) перерву в роботі, під час якої виконувала гімнастичні вправи для зняття напруження з м'язів та спеціальні вправи для зняття зорової втоми. 

Напруга живлення ПК (220 В) є небезпечною для життя людини. Тому, незважаючи на те, що в конструкції комп'ютера передбачена достатня ізоляція від струмопровідних ділянок, необхідно знати та чітко виконувати ряд правил техніки безпеки. Під час роботи на комп'ютері необхідно суворо дотримуватися інструкції з експлуатації апаратури, працювати на клавіатурі чистими сухими руками, не натискуючи на клавіші без потреби чи навмання, коректно завершувати роботу з тим чи іншим програмним засобом [50].

Таким чином я можу зробити висновок, що суворе дотримання мною правил особистої гігієни, правил техніки безпеки в лабораторії та правил поведінки допомогло зберегти здоров’я, мінімізувати можливість нещасних випадків.

ВИСНОВКИ
1. У ВІЛ-інфікованих хворих із вперше діагностованим туберкульозом та з його рецидивом майже у 20 разів зростає рівень С-реактивного білка, у 3 рази кількість сіроглікоїдів, у 2-3 рази активність АсАт та АлАт та майже у 5 разів показник тимолової проби. На 30-40 % знижується рівень сироваткового альбуміну, майже у два рази зростають кількості γ-глобулінів, а альбумін-глобулінове співвідношення суттєво знижується в обох групах майже в 3 рази. При рецидиві туберкульозу у 40 разів підвищується рівень РФ, в той час як у хворих із вперше діагностованим туберкульозом – у 314 разів.

2. У ВІЛ-негативних хворих із вперше діагностованим туберкульозом та з рецидивом туберкульозу достовірних змін не відбувалося у показнику тимолової проби, активностях АлАТ та АсАТ, в загальній кількості альбуміну та у співвідношенні А/Г. Достовірно, але менш інтенсивно зростали сіроглікоїди та γ-глобуліни. Рівень СРБ більш інтенсивно збульшувався у хворих із рецидивом туберкульозу – у 17 разів, а РФ – із вперше діагностованим туберкульозом (у 70 разів).

3. Порівняння ВІЛ-позитивних та ВІЛ-негативних груп хворих з туберкульозом, показало, що найбільш виразними зміни у біохімічних показниках крові спостерігалися у хворих за наявності ВІЛ-захворювання. Причому найбільшими за окремими показниками вони були в групі з вперше діагностованим туберкульозом. У цій групі найвищим зростання було за показником тимолової проби, активності АсАТ, сіроглікоїдами, СРБ, РФ, γ-глобулінами, МДА, трієнкетонами та зниження – за сироватковим альбуміном та альбумін-глобуліновим співвідношенням. У всіх групах практично однаково зростають кількості МСМ.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦЇЇ

1. Отримані дані можуть бути використані фтізіатрічною службою для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.

2. Отримані результати кваліфікаційної роботи можна використовувати в курсах «Клінічної біохімії» та «Методах лабораторної (клінічної) імунології».
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